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Abstract of US2004209351 



Disclosed is a device for detecting bioelectric signals from spheroids comprising a measuring chamber having a measuring chamber wall which encloses a volume, 
which is open at least at one side, is composed of an electrically non-conducting material, and has, in at least one measuring region, an inner cross section, which 
corresponds as far as possible to the largest cross section of a spheroid, comprising at least a number of electrodes which are disposed in a common plane inside said 
measuring chamber wall and each electrode has a freely accessible electrode surface which is oriented towards the measuring region, and comprising an impedance 
measuring arrangement which is connected to the electrodes. The device and the method can be used to test substances in 3D biological in-vitro (three-dimensional) cell 
aggregates. 
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© Vorrichtung und Verfahren zur Erfassung bioelektrischer Signale aus elektrophysiologisch aktiven Bereichen in 
Spharoiden 

© Beschrieben wird eine Vorrichtung sowie ein Verfahren 
zurn Erfassen bioelektrischer Signale aus Spharoiden mit 
einer Messkammer mit einer Messkammerwand, die ein 
zumindest einseitig offenes Volumen umschlieftt, aus 
elektrisch nicht ieitendem Material besteht und zumin- 
dest in einem Messbereich einen Innenquerschnitt auf- 
weist,.der maximal dem groftten Querschnitt eines Spha- 
roids entspricht, mindestens einer Anzahl von Elektroden, 
die in einer gemeinsamen Ebene innerhalb der Messkam- 
merwand angeordnet sind und jeweils eine zum Messbe- 
reich orientierte, frei zugangliche Elektrodenoberflache 
aufweisen, sowie einer Impedanzmessanordnung, die 
• mit den Elektroden verbunden sind. 
Die Vorrichtung sowie das Verfahren lassen sich zu Wirk- 
. stofftests an biologischen in vitro 3-D (dreidimensiona- 
len) Zellaggregaten einsetzen. 
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Beschreibung 

Technisches Gebiet 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung 5 
sowie auf ein Verfahren zum Erfassen bioelektrischer Si- 
gn ale aus elektrophysiologisch aktiven Bereichen in Spha- 
roiden. Insbesondere wird dargelegt, wie die Wirkung phar- 
mazeutischer vorzugsweise neuropharmakologischer oder 
neurotoxischer Wirkstoffe auf Spharoide erfasst werden 10 
konnen ohnc dabci die Spharoide zu schadigen, so dass sic 
weiteren Untersuchungsmoglichkeiten zu Verfugung stehen 
konnen. 

* Stand der Technik 15 

[0002] Urn die Wirkung von Substanzen, bspw. pharma- 
kologische Wirkstoffe auf lebende Systeme routinemaBig 
erfassen zu konnen, sind in den letzten Jahren Biosensoren 
entwickelt worden, die auf lebenden Zellen basieren, siehe 20 
hierzu Bousse, L.: "Whole Cell Biosensors", Sensors and 
Actuators B 34 (1996), 270-275. Derartige, auf biologi- 
schen Zellen basierende Biosensoren weisen hauptsachlich 
Monolayer-Zellkulturen als biologisches Erkennungssystem 
auf, doch konnen Wkkstoffvcrursachtc komplcxc Zcll/Zcll- 25 
oder Zell/Matrix-Interaktionen durch derartige Monolayer- 
Zellkulruren oft nicht mit der gewunschten Genauigkeit und 
Zuverlassigkeit technisch erfasst werden. Hinzukommt, 
dass die Wirkung von Neuropharmaka oder Umwelttoxine 
eben gerade jene komplexe Zell/Zell-Interaktionen im Zen- 30 
tralen Nervensystem zur Folge haben, die es gilt messtech- 
nisch zu erfassen, um weitere Einblicke in die biocbemische 
Reaktionskette derartiger Substanzen auf biologisches Zell- 
material zu erhalten. SchlieBlich weisen die auf Monolayer- 
Zellkulturen basierenden Biosensoren den Nachteil auf, 35 
dass die mit diesen Sensoren erhaltlichen Messergebnisse 
nur iiber einen beschrankten Aussagegenalt fiber das tat- 
sachliche Reaktionsvermogen biologischer Zellen bspw. auf 
cincn gczicltcn Wirkstoffcintrag, verfugen, zumal die Mo- 
nolayer-Zellkulturen in dieser Form in der belebten Natur 40 
nicht vorkommen. 

[0003] Um diesen Nachteil zu vermeiden ist man bei der 
Untersuchung derartiger Substanzen vielmehr auf biologi- 
sche Modelle angewiesen, die der in vivo Situation hinsicht- 
lich der interzellularen sowie intrazellularen Interaktionen 45 
mbglichst nahe kommen. Dreidimensionale Zellsysteme 
spiegeln die in vivo Situation wesentlich besser wider als 
einzelne Zellen oder Monolayer-Zellkulturen. Somit ist es 
notwendig, zum Test von Wirkstoffen, die auf die Beeinffus- 
sung der Zell/Zell-Interaktionen zielen, dreidimensionale 50 
Zellsysteme zu verwenden. 

[0004] Um die neuropharmakologischen oder neurotoxi- 
schen Wirkung von Substanzen bspw. auBcrhalb von Hcr- 
modellen zu Testen, werden in an sich bekannter Weise bio- 
elektrische Signale von ex vivo Gewebeschnitten mit Hilfe 55 
von Glasmikroelektroden oder Nadelelektroden abgeleitet. 
Zur Aufzeichnung von Signalverlaigfen mittels Multikanal- 
abieitungen werden pianare Eiektrqfaenanordnungen, soge- 
nannte Multi el ektroden arrays eingelfer.. Jedoch mussen ex 
vivo Gewebeschnitte aufwendig aus Hermodellen prapa- 60 
riert werdenj sind nicht standardisierbar und auf die vorhan- 
denen Tiermodelle beschrankt. Da iiberdies ex vivo Gewe- 
beschnitte schnell degenerieren, sind Gewebeschnitte fur 
Langzeituntersuchungen nicht geeignet. Dies jedoch ware 
bei der Untersuchung von Neuropharmaka oder Umweltto- 65 
xine und ihr Einfluss auf biologische Gewebe von auBerst 
hoher Relevanz. 

[0005] Ein interessantes Untersuchungsobjekt fur die vor- 
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stehend aufgeworfene Fragestellung sind sogenannte Spha- 
roide, die als kugelforrnige Zellaggregate aufgefasst werden 
konnen. Aus der Literatur sind bspw. Untersuchungen der 
Retinogenese und der Retinaregeneration bekannt, bei de- 
nen unter konstanten Bedingungen derartige regenerierte 
kugelforrnige Zellaggregate, sogenannte Retinospharoide, 
gewonnen werden (siehe hierzu Moscona, A. A.: "Develop- 
ment of Heterotypic Combination of Dissociated Embryonic 
Chick Cells". Proc. Soc. Exp. Bio. Med 92, 410-416 (1956); 
Vollmer, G., Layer, R G., Gierer, A.: "Reaggregation of Em- 
bryonic Chick Retina Cells: Pigment Epithelial Cells Induce 
a High Order of Stratification" . Neurosci. Lett. 48, 1 91 196 
(1984)). Diese werden durch geeignete Kultivierung von 
dissoziierten Zellen aus embryonalen Retinae reaggregiert. 
[0006] In der DE 199 53 424 Al wird ein Verfahren und 
eine Anordnung, um Spharoide automatisch mit einer fur 
Routineuntersucfiungen adaquaten Homogenitat herzustei- 
len, beschrieben. Die Spharoide werden einzeln charakteri- 
siert und anschlieBend vereinzelt. Hierzu werden die Spha- 
roide in einem Zuchtreaktor in einen, gesteuerten Strom des 
Kulturmediums gezogen, der hinsichtlich seiner Parameter 
so eingestellt ist, dass die gravitationsbedingten Bewegun- 
gen der Spharoide einer bestimmten, an sich aber beliebigen 
Dichte und GroBe kompensiert werden. AnschlieBend wer- 
den die Spharoide unter Nutzung cincs Druckgcfallcs an 
dieser S telle dem Zuchtreaktor entnommen, vereinzelt und 
definiert abgelegt. 

[0007] Daruber hinaus beschreibt die DE 199 46 458 Al 
eine Vorrichtung sowie ein Verfahren zur Charakterisierung 
von Spharoiden mittels Impedanzspektroskopie beschrie- 
ben. Damit kann der Einnuss von Substanzen auf die Proli- 
feration, Morphologie und Membraneigenschaften der in vi- 
tro Gewebe, d. h. auBerhalb des lebenden Organismus, be- 
stimmt werden. Ortsaufgeloste Informationen aus dem Inne- 
ren des Spharoids konnen jedoch mit der bekannten Me- 
thods nicht gewonnen werden. Auch ist es mit der in vorste- 
hender Druckschrift beschriebenen Vorrichtung nicht mog- 
lich Informationen "iiber intrazellurare elektrische Potentiale 
in Form sogenannter bioelektrischer Signale zu erhalten, an 
Hand derer die Wirkung pharrnazeutischer Wirkstoffe, ins- 
besondere von neuropharmakologischen oder neurotoxi- 
schen Wirkstoffen erfasst werden kann. 

Darstellung der Erfindung 

[0008] Es besteht die Aufgabe eine Vorrichtung sowie ein 
Verfahren zum Erfassen bioelektrischer Signale aus Spha- 
roiden derart anzugeben, dass es moglich ist die neurotoxi- 
sche und neuropharmakologische Wirkung von Substanzen 
auf biologisches Material im Wege einer in vitro Untersu- 
chung moglichst nahe an der in vivo Situation hinsichtlich 
der interzellularen sowie intrazellularen Interaktionen zu er- 
fassen. 

[0009] Die Losung der der Erfindung zugrundeliegenden 
Aufgabe ist im Anspruch 1 angegeben. Gegenstand des An- 
spruches 14 ist ein erfindungsgemaBes Verfahren. Den Er- 
findungsgedanken vorteilhaft weiterbildende Merkmale 
sind Gegenstand der Unteransprtiche sowie der Beschrei- 
bung unter "Bezugnahme auf die Ausfuhrungsbeispiele zu 
entnehmen. 

[0010] ErfindungsgemaB weist die Vorrichtung zum Er- 
fassen bioelektrischer Signale aus Spharoiden die nachfol- 
genden Komponenten auf: 

- Eine Messkammer mit einer Messkarnmerwand, die 
ein zumindest einseitig offenes Volumen umschlieBt, 
aus elektrisch nicht leitendem Material besteht und zu- 
mindest in einem Messbereich einen Innenquerschnitt 
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aufweist, der maximal dem groBten Querschnitt eines 
Spharoids entspricht. 

Vorzugsweise ist die Messkammer ais Kapillare ausge- 
bildet, mil Kapillarwanden und einem Kapillarboden, 
die den Messbereich fur das Spharoid definieren. Die 5 
QuerschnittsgroBe des von den Kapillarwanden einge- 
schlossenen Messbereiches ist derart gewahlt, dass das 
Spharoid langs seines groBten Umfangsrandes in me- 
chanischen Kontakt zur Messkammer- bzw. Kapillar- 
wand steht, so dass das Spharoid innerhalb des Mess- 10 
bcrcichcs cine moglichst fcste Raumlagc cinnimmt, die 
fur die weitere Messung des Spharoids von groBem 
Vorteil ist, Um die Positionierung des Spharoids inner- 
halb der Messkammer bzw. Kapillare weiter zu verbes- 
sern ist in einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Vor- 15 
richtung im Kapillarboden eine Unterdruckleitung an- 
geschlossen, um das Spharoid mitteis Saugwirkung re- 
gelrecht in innerhalb des Messbereiches zu fixieren. 
- Mindestens eine Anzahl von Elektroden sind in einer 
gemeinsamen Ebene innerhalb der Messkammerwand 20 
angeordnet, wobei die Elektroden jeweils eine, zum 
Messbereich orientierte frei zugangliche Elektroden- 
oberflache aufweisen. Die Elektroden sind vorzugs- 
weise in jener Ebene innerhalb der Messkammerwand 
angeordnet in der das Spharoid mit scincm groBten 25 
Umfangsrand die Messkammerwand beruhrt. Die vor- 
stehende Forderung, dass die Elektroden in einer 
Ebene angeordnet sind, ist nicht notwendigerweise ma- 
thematisch exakt zu verstehen, d. h. im Sinne langs ei- 
ner, der Messkammerinnenwand umlaufenden gedach- 30 
ten Linie. Die Elektroden sollten zumindest mit ihren 
zum Messbereich orientierten Elektrodenoberflachen 
langs des Kontaktbereiches zwischen Spharoid und 
Messkammerwand angeordnet sein, so dass es mit ei- 
ner an die einzelnen Elektroden angeschlossenen Impe- 35 
danzmessanordnung moglich ist die Impedanzvertei- 
lung ortsaufgelost in der durch die Elektrodenanord- 
nung vorgegebenen Schnittebene innerhalb des Spha- 
roids zu crmittcln. Hicrbci wird ubcr die einzelnen 
Elektroden innerhalb des Spharoids ein elektrischer 40 
Strom induziert und die uber dem Spharoid abfallende 
elektrische Spannung gemessen. Aus Strom und Span- 
nung wird die Impedanz gebildet Zur Durchfuhrung 
eines sogenannten Impedanzimaging wird die Fre- 
quenz des in den Spharoid induzierten Stroms uber ei- 45 
nen zusammenhangenden Frequenzbereich variiertund 
die sich dabei ergebende Impedanz als Funktion der 
Frequenz aufgezeichnet. So ist es mit Hilfe eines derar- 
* tigen Impedanzimaging-Systems moglich aus der auf- 
gezeichneten Impedanzverteilung bei verschiedenen 50 
Frequenzen die. Gewebeparameter innerhalb der 
Schnittebene ortsaufgelost zu ermitteln. Man erhalt auf 
dicsc Wcisc Kcnntnis liber den inncren Aufbau des 
Spharoids innerhalb der Schnittebene. So zeichnen sich 
sogenannte elektrophysiologisch aktive Bereiche durch 55 
eine in der Konsistenz kompakte Untereinheit aus, die 
sich von iibrigen nicht organisierten Bereichen inner- 
halb des Spharoids im rmpedaAverhaiten zu unter- 
scheiden vermogen. Hben gerade|<ene elektrophysiolo- 
gisch aktiven Bereiche sind von groBem Interesse bei 60 
der Fragestellung der Auswirkung bestimmter Wirk- 
stoffe auf biologische Zellen, zumal in diesen Berei- 
chen ais eine Art Zellantwort auf das Einwirken ernes 
Wirkstoffes auf die jeweilige Zelle technisch erfassbare 
und auswertbare Signale erzeugt werden. 65 

[0011] So verfugen elektrophysiologisch aktive Bereiche 
innerhalb des Spharoids uber eine bioelektrische Aktivitat, 



durch die das elektrische Oberflachenpotenzialverhalten des 
gesamten Spharoids beeinfTusst wird. Andert sich bspw. 
durch Einwirken einer bestimmten Substanz auf das Spha- 
roid und damit zugleich auf die elektrophysiologisch akti- 
ven Bereiche dessen bioelektrische Aktivitat, so wirkt sich 
dies direkt auf das Oberflachenpotenziai des Spharoids aus. 
Vorzugsweise mit Hilfe eines Potenzialableitungssystem, 
das mit den um das Spharoid angeordneten Elektroden ver- 
bunden ist, ist man in der Lage OberfLachenpotenziale langs 
der Schnittebene durch das Spharoid zu erfassen und letzt- 
cndlich cine Information ubcr die bioloclcktrischc Aktivitat 
der innerhalb der Schnittebene befindlichen elektrophysio- 
logisch aktiven Bereiche zu erhalten. 

[0012] Sowohl fiir die Impedanzmessung als auch fur das 
Erfassen der OberfLachenpotenziale mussen die freien Elek- 
trodenoberflachen nicht notwendigerweise in unmittelbaren 
Kontakt zur Oberflache des Spharoids stehen. Vielmehr 
dient auch eine innerhalb der Messkammer eingebrachte 
Kulturflussigkeit, die bspw. das Nahrmedium darstellt inner- 
halb der das Spharoid geziichtet wird, als elektrisch leiten- 
des Medium, durch das ein elektrischer Kontakt zwischen 
den Elektroden und der Oberflache des Spharoids herstell- 
bar ist. 

[0013] In einer einfachen Ausfuhrungsform schlieBen die 
freien Elektrodenoberflachen bundig mit der Inncnwand der 
Messkammer ab, so dass ein direkter Kontakt zwischen den 
Elektrodenoberflachen und dem Spharoid vorherrscht. 
[0014] In einer alternativen Ausmhrungsform beflnden 
sich die Elektroden derart innerhalb sogenannter Verbin- 
dungskammern, die einseitig oflen in die Messkammer 
munden, dass die freien Elektrodenoberflachen von der 
Messkammerinnenwand zuriickversetzt sind. Dies hat zu- 
nachst den Vorteil,. dass die Elektroden leichter austauschbar 
bzw. auswechselbar sind und tiberdies konnen bei geeigne- 
ter geometrische Ausbildung und Anordnung der Verbin- 
dungskaimnern, bspw. zur Messkammer konisch zulaufend, 
groBere freie Elektrodenoberflachen eingesetzt werden. In 
Hinblick auf eine moglichst geringe Phasengrenzimpedanz 
ist der Einsatz moglichst groBcr Elcktrodcnflachcn wiin- 
schenswert, die durch entsprechende beabstandete Anord- 
nung innerhalb konisch ausgebildeter Verbindungskammern 
von der Messkammerinnenwand realisierbar sind. Wie be- 
reits vorstehend erwahnt dient die Kulturflussigkeit, die zu- 
sammen mit dem Spharoid in der Messkammer eingebracht 
ist, als elektrisches Kontaktmedium zwischen den Elektro- 
den und der Spharoidoberflache. 

[0015] Insbesondere in Hinblick auf die Untersuchung 
von Spharoiden im Indus triell en Massstab, um die Wir- 
kungsweise neuer pharmakologischer Wirkstoffe zu testen, 
eignen sich Halbleitermaterialien fur den Aufbau der vorste- 
hend beschriebenen Vorrichtung. Mit den Mitteln der Halb- 
leitertechnik lassen sich eine Vielzahl arrayf ormig angeord- 
nctcr Mcsskammcrn rcalisicrcn, die in Form und GroBc fur 
Untersuchung von Spharoiden angepasst sind und erlauben 
somit eine statistische Auswertung aufgrund einer groBen 
Anzahl untersuchter Spharoide. Ein konkretes Ausfuhrungs- 
beispiel hierzu wird unter Bezugnahme der im weiteren be- 
schriebenen Figuren genauer dargeiegt. 
[001 6] Mit Hilfe der vorstehenden Vorrichtung 1 assen sich 
Spharoide, ohne sie zu zerstoren, auf ihre bioelektrische Ak- 
tivitat hin untersuchen, um sie nachfolgend schadlos zur 
weiteren Beobachtung in ein Kulturmedium zuruckzufuh- 
ren. So ist es moglich ein und dasselbe Spharoid in zeitli- 
chen Abstanden mehrmals zu vermessen, um etwaige "Wirk- 
stoff-bedingte Degradationserscheinungen feststellen zu 
konnen. Hierdurch konnen nach Auswertung einer Vielzahl 
derartiger Spharoide, die innerhalb eines Kulturmediums 
zusatzlich einem bestimmten WirkstofT ausgesetzt sind, sta- 
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tistische Aussagen liber die Wirkungs weise von Wirkstoffen 
getroffen werden. 

[0017] Im besonderen zeichnet sich das erfmdungsge- 
maite Verfahren zur Erfassung bioelektrischer Signale aus 
Spharoide durch die Kombination folgender Verfahrens- 
schritte aus: Bereitstellen einer Vbrrichtung der vorstehend 
beschriebenen Art, Einbringen und Positionieren eines 
Spharoids innerhalb der Messkammer sowie Durchfuhren 
eiaer Impedanzmessung nach der Impedanzimaging-Me- 
thode zur ortsaufgelosten Bestimnmng eiektrophysiologisch 
aktivcr Bcrcichcn. in dcm Spharoid. Um die bioclcktrischc 
Aktivitat bestimmen zu konnen wird zusatzlich eine Ober- 
flachenpotenzialmessung langs der durch die Elektrodenan- 
ordnung vorgegebenen Schnittebene durchgefuhrt. 
[0018] MLt Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens kann 
zum einen die Morphologie von multizellularen Spharoiden 
ortsaufgeiost und nicht invasiv bestimmt und zudern konnen 
die Erregungsverlaufe von elektxophysiologisch aktivenBe- 
reichen in Spharoiden prazise ermittelt werden. Insbeson- 
dere ermoglicht das Verfahren, dass die Wirkung von Sub- 
stanzen bzw. Wirkstoffen auf 3D in vitro ModeUe des zen- 
tralen Nervensystems non ' invasiv erfasst werden kann. 
Durch die vorstehend erlauterte Vbrrichtung im Sinne eines 
Bios ens orsy stems konnen Langzeituntersuchungen der neu- 
rotoxischen und neuropharmakologischcn Wirkung von 
Substanzen re-alisiert werden. Das biologische Erkennungs- 
element eingesetzte Spharoid wird nur fur einen kurzen 
Zeitraum wahrend der Impedanzmessung und Potenzialab- 
leitung in die Messkammer positioniert und kann unabhan- 
gig von der Messanordnung unter physiologischen Bedin- 
gungen kultiviert werden. Eine Adhasion des Spharoids 
wird durch die Gegenwart der Kulturflussigkeit innerhalb 
der Messkammer weitgehend verhindert und unerwiinschte 
Zeil/Material-Wechselwirkungen werden minimiert. Je nach 
Fragestellung konnen somit fur das Biosensorsystem Spha- 
roide oder 3D biologische Erkennungselemente mit unter- 
schiedlichen Zelltypen in unterschiedlichen Lagen erzeugt 
werden. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

[0019] Die Erfindung wird nachstehend ohne Beschran- 

kung des allgemeinen Erfindungsgedankens anhand von 

Ausfuhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Zeich- 

nung exemplarisch beschrieben. Es zeigen: 

[0020] Fig. 1 Schematische Flussdiagrammdarstellung 

zurDurchfuhrung des Analyseverfahrens, 

[0021] Fig. 2a, b Darstellungen einer Messkammer mit 

Spharoid, 

[0022] Fig. 3a, b, c Querschnittsdarstellungen durch ein 
Spharoid sowie Potentialbildaufhahme, 
[0023] Fig. 4 Querschnitt durch eine arrayformige Mess- 
anordnung in Halbleitcrtcchnologic, 
[0024] Fig. 5 Messanordnung, 

[0025] Fig. 6 Querschnitt durch eine Messkammer sowie 
[0026] Fig. 7 Querschnitt durch eine alternative Mess- 
kammer. it 

Wege zur Ausfuhrung der Erfindung,%ewerbliche Verwend- 

barkeit- 

[0027] Am Beispiel der Untersuchung von reaggregierten 
Retinospheroiden soE das erfrndungsgemaBe Verfahren un- 
ter Bezugnahme auf Fig. 1 erlautert werden: 
Dissoziierte embryonale Zellen des zentralen Nervensy- 
stems werden in einem Bioreaktor 1 unter Mikrogravitati- 
onsbedingungen zu kugelformigen neuronalen Reaggregati- 
onskulturen den sogenannten Retinosparoiden reaggregiert. 



12 393 C 1 

6 

Durch Zugabe von geeigneten Wachstumsfaktoren und/oder 
durch geeignete genetische Manipulationen wird erreicht, 
dass sich eiektrophysiologisch aktive Zellbereiche im Spha- 
roid gleich verteilt ausbilden. Somit befindet sich in einer 
5 beliebigen Schnittebene, die durch das Zentrum des Spha- 
roids verlauft, mit hoher Wahrscheinlichkeit mindestens ein 
eiektrophysiologisch akuver Bereich. 

[0028] Um die Wirkung einer Substanz auf die Spharoide 
zu testen, ist wenigstens ein Spharoid 2 aus dem Bioreaktor 

10 1 zu isolieren und in Messkammer des Biosensorsystem 3 zu 
verbringen, um cs dort als in vitro Modell zu testen. Sowohl 
im Bioreaktor 1 als auch in der Messkammer des Biosensors 
3 befindet sich das Spharoid 2 in einer Kulturflussigkeit 
bzw. Analyt, so dass das Spharoid beliebig zwischen dem 

15 Bioreaktor und der Messkammer ohne dabei Schaden zu er- 
leiden austauschbar ist. 

[0029] Mittels Muitifrequenz-Impedanzimaging 4 wird 
die Lage und Ausdehnung der verschiedenen Zellbereiche 
in einer durch die Elektrodenanordnung innerhalb der Mess- 

20 kammer vorgegebenen Querschnittebene bestimmt, und an- 
schlielBend durch elektrisches Quellenimaging 5 die bioelek- 
trische Aktivitat der einzelnen Zellbereichen in der Schnitt- 
ebene ermittelt Systeme und ALgorithmen fiir das Impedan- 
zimaging und das elektrische Quellenimaging sind grund- 

25 satzlichc aus der medizinischen Tomographic bckannt, siche 
Webster, J. G.: "Electrical Impedance Tomography". Adam 
Hilger, Bristol (1990). 

[0030] Als Parameter 6 fiir die Wirkung von Substanzen 
auf das in vitro Gewebemodell dienen Anderungen der elek- 

30 trophy siologisch en Aktivitat von bestimmten Bereich en im 
Spharoid, die Korrelation der elektrophysiologischen Akti- 
vitat unterschiedlicher Bereiche sowie die Anderung von 
, Gewebeparametern. 
[0031] Zur Durchfuhrung des Impedanzimaging und der 

35 Potentialableitung wird ein eiektrophysiologisch aktiver 
Spharoid 2 gemaB Fig. 2 im gewunschteni Kultur stadium in 
eine Messkammer 7 positioniert. Jenach Fragestellung, wie 
z. B. Langzeituntersuchungen oder dynamische Stimula- 
tion, wird die zu priifendc Substanz der Kulturflussigkeit im 

40 Bioreaktor oder der Kulturflussigkeit in der Messkammer 7 
zugegeben. Die Messkammer 7 wird vorzugsweise durch 
eine Kapillare 8 gebildet, die im Positionierbereich zylin- 
drisch aus gebildet ist und deren Wand 9 aus elektrisch iso- 
iierendem Material besteht. Im Positionierbereich der Kapil- 

45 lare 8 sind in der Kapillarwand 9 in mindestens einer senk- 
recht zur Langsachse stehenden "Ebene eine Vielzahl von 
Elektroden 10 angeordnet. Da die Elektroden 10 mit ihren 
freien Elektrodenoberflachen in dem in Fig, 2a, b gezeigten 
Ausfuhrungsbeispiel btindig zur Messkammerinnenwand 

50 angeordnet sind, beriihren sie den im Inneren der Messkam- 
mer eingebrachten Spharoid 2 (Fig, 2b) langs seines groBten 
Umfanges in einer Schnittebene. Die Elektroden sind ein- 
zcln von auBcn zur Anstcucrung elektrisch kontakticrt (nicht 
dargestellt). 

55 [0032] Diese Anordnung dient sowohl zur ortsaufgelosten 
Bestimnmng derpassiven elektrischen Eigenschaften des in 
vitro Gewebes als auch zur Bestimmung des raumlichen und 
zeitiichen Veriaufs der elektrophysiologischen Erregung. 
[0033] Zur Errrrittlung der Tmpedanzverteilung der 

60 Schnittebene des Spharoids, in der die Elektroden liegen, 
werden die Elektroden in geeigneter Weise mit einem Impe- 
danzimaging- System verbunden. Aus den Impedanzvertei- 
lungen bei verschiedenen Frequenzen werden die Gewebe- 
parameter ortsaufgeiost ermittelt. 

65 [0034] Ilierzu ist in Fig. 3a ein tatsachlicher Schnitt durch 
ein Spharoid dargestellt, der typischerweise nicht weiter or- 
ganisierte Bereiche 11, organisierte Unterbereiche, die soge- 
nannten eiektrophysiologisch aktiven Bereiche 12 sowie in- 
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nere Faserschichten 13 aufweist. In Fig. 3b ist ein mittels 
Impedanzimaging ermitteltes Schmttbild dargestellt, das 
deni in Fig. 3a tatsachlich wiedergegebenen Schnittbiid ent- 
spricht. Die bioelektrische Aktivitat bestimmter Bereiche 
wird aus den Oberfiachenpotentialen, die mit den Elektro- 5 
den abgeleitet werden, sowie aus der Impedanzverteilung 
bestimmt, siehe die Diagrammdarstellnng in Fig. 3c. Bei der 
Ableitung der Oberflachenpotentiale sind die Elektroden der 
Messkapillare mit einem Ableitsystem verbunden. Mar- 
kante auswertbare Messsignale stellen insbesondere die an 10 
der Spharoidobcrflachc wahrnchmbarcn Spannungspeaks 
(siehe Diagrammdarstellung) sowie deren zeitliche Aufein- 
anderfolge (At 1? At 2 ) dar. Eben jene MessgroBen werden 
durch die Gegenwart bestimmter Wirkstoffe nachweistich 
beeinflusst, wodurch Aussagen uber die Wirkung bestimm- 15 
ter Substanzen auf biologisches Material getroffen werden 
konnen. 

[0035] In Fig. 4 ist eine Messkammeranordnung darge- 
stellt bei der auf einem pianaren Substrat 14 in einer Array- 
Struktur eine Vielzahl einzelner Messkammern 7 angeord- 20 
net sind. Zur Herstellung einer derartigen Messkammeran- 
ordnung wird auf einem Siliziumsubstrat 14 eine Silizium- 
nitridschicht 15 mit ca. 1 urn Dicke abgeschieden, Die Sili- 
ziumnitridschicht 15 wird als Membranen von ihrer Unter- 
scitc frcigclegt. Femcr werden Mikrolochcr 16 mit 20 um 25 
Durchmesser in die Membrane 15 durch Trockenatzen ein- 
gebracht. AnschlieBend wird ein Photolack 17 mit einer 
Dicke von 40 pm aufgebracht. Im Photolack 17 werden kon- 
zentrisch zu den Mikrolochern zylinderforrnige Messkam- 
mern 7 (Durchmesser 150 pm) freigeatzt. Auf dem Pboto- 30 
lack 17 wird eine MetaUschicht in einer Dicke von 10 pm 
abgeschieden und so strukturiert, dass die Messkammern 7 
von acht kreisforrnig angeordneten, aquidistant beabstande- 
ten Elektroden 10 umgeben sind. AnschlieBend wird emeut 
eine Photolackschicht 17 (50 um) abgeschieden und struktu- 35 
riert. 

[0036] Um die Spharoide beim Einbringen in die einzel- 
nen Messkammern 7 nicht zu schadigen, werden die Kanten 
der Messkammern 7 abgerundct. Damit ein Untcrdruck 18 
zur Positionierung der Sphafoide angelegt werden kann, 40 
wird die gefertigte Mikrostruktur auf eine Platte mit Boh- 
rung und Schlauchanschluss geklebt. Zur Durchfuhrung ei- 
ner Messung wird der gesamte Bereich der Messkammer 7 
mit einer Kulturflussigkeit 19 gefiillt, am Adhasionseffekte 
zwischen cfen einzelnen Spharoiden und der Messkammer- 45 
wand zu vermeiden. 

[0037] Die Elektroden 10 die in der Messkammer einge- 
bracht sind gemaB Fig. 5 uber einen Multiplexer 20 rnit ei- 
nem Impedanzmesssystem 21 und mit einem Potenzialab- 
leitsystem 22 verbunden. Die Messdaten werden an eine Da- 50 
tenerfassung- und Analyseeinheit 23 iibertragen, die auch 
den Multiplexer 20 steuert. 

[0038] GemaB Ausfuhrungsbcispicl in Fig. 6, die cincn 
Querschnitt durch eine Messkammer 7 zeigt, sind sternfor- 
mig um die Messkammer 7 konisch zulaufende Verb in- 55 
dungskarnmern 24 angeordnet, die in die Messkammer ein- 
munden. Dadurch kann die GroBe der Metallelektroden 10, 
die rnit jeweils durch Leiterbahnen 10*|kontaktiert sind, un- 
abhangig von der GroBe der Messkamfter gewahlt werden, 
und die Phasengrenzimpedanz der Elektroden 10 lasst sich 60 
durch groBere Elektrodenflachen verringern. 
[0039] In einem weiteren Ausftthrungsbeispiel gemaB 
Fig. 7 sind zur Realisierung von Impedanzmessungen in ei- 
ner Vier-Elektroden-Anordnung in jedem Kanal eine Elek- 
trode 10 1 zur Stromeinspeisung und eine zur Potentialablei- 65 
tung 10" angeordnet. 
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Bezugszeichenliste 

1 B'ioreaktor 

2 Spharoid 

3 Biosensor, Messanordnung 

4 Imp edan zmes s anordnung 

5 Potenzialableitungsanordnung 

6 Auswerteparameter 

7 Messkammer • 

8 Kapillare 

9 Mcsskammcrwand 

10 Elektrode 
10* Leiterbahn 

10 ? Elektrode zur Stromeinspeisung 
10" Elektrode zur Potenzialableitung 

11 Nicht organisierter Bereich 

12 Organisierter Bereich, elektrophysiologischer Bereich 

13 Innere Faserschicht 

14 Substrat 

15 Membran 

16 Mikroloch 

17 Photolack 

18 Unterdruckanschluss 

19 Kulturflussigkeit 

20 Multiplexer 

21 Impedanzsystem 

22 Potenzialbleitungssystem 

23 Datenerfassungs- und analysesystem 

24 Verbindungskammer 

Patentanspru che 

1. Vorrichtung zum Erfassen bioelektrischer Signale 
aus Spharoiden mit 

einer Messkammer rnit einer Messkammerwand, die 
ein zumindest einseitig offenes Volumen umschlieBt, 
aus elektrisch nicht leitendem Material besteht und 
einen Innenquerschnitt aufweist, der maximal dem 
groBtcn Querschnitt eincs Spharoids cntspricht, 
einer Anzahl von Elektroden, die in einer gemeinsa- 
men Ebene innerhalb der Messkammerwand angeord- 
net sind und jeweils eine, zum Messbereich orientierte 
frei zugangliche Elektrodenoberflache aufweisen, so- 
wie 

einer Impedanzmessanordnung, die mit den Elektroden 
verbunden sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ein Potenzialableitungs system rnit den 
Elektroden verbunden ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch. 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Messkammer in Art einer zylin- 
drischen Kapillare ausgebildet ist, dass die Anzahl von 
Elektroden in einer Ebcnc orthogonal zur Langs cr- 
streckung der KapiEare angeordnet ist. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass die frei zuganglichen Elek- 
trodenoberflachen der Elektroden bundig mit der Mess- 
kammerinnenwand ausgebildet sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass innerhalb der Messkam- 
merwand eine Anzahl von Verbindungskammern vor- 
gesehen sind, die mit dem Messbereich offen verbun- 
den sind und in einer gemeinsainen Ebene, im Um- 
fangsrichtung um den Messbereich gleich verteilt an- 
geordnet sind, und dass innerhalb der Verbindungs- 
kammern jeweils eine Elektrode eingebracht ist, deren 
zum Messbereich orientierte frei zugangliche Elektro- 
denoberflache von der Messkammerinnenwand beab- 
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standet ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Messkammer mit einer 
elektrisch leitenden Fliissigkeit befiillbar ist. . 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge- 5 
kennzeichnet, dass innerhalb der Verbindungskam- 
mern jeweils eine zweite Elektrode vorgesehen ist, die 
mit dem Potenzialableitungssystem verbunden ist. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass mit der Messkammer eine 10 
Untcrdrucklcitung verbunden ist. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Messkammer topfartig 
ausgebildet ist, und dass am Topfboden eine Unter- 
druckleitung vorgesehen ist, zur Positionierung und Fi- 15 
xierung eines in die topfartige Messkammer einge- 
brachten Spharoids mittels Unterdruck. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Impedanzmessanord- 
nung sowie das Potenzialableitungssystem iiber einen 20 
Multiplexer mit den Elektroden verbunden sind. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass eine Datenerfassungs- 
und Datenauswerteeinheit mit der Impedanzmessan- 
ordnung sowic dcm Potenzialableitungssystem vcrbun- 25 
den ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, dass eine Vielzahl von Mess- 
kammern arrayformig angeordnet und in planarer 
Haibleitersubstrattechnik ausgebildet ist. 30 

13. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Elektroden in Um- 
fangsrichtung der Messkammerwand gleich verteilt an- 
geordnet sind. 

14. Verfahren zur Erfassung bioelektrischer Signale 35 
aus Spharoiden durch die Kombination folgender Ver- 
fahrensschritte: 

- Bereitstellen einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 13, 

Einbringen und Positionieren eines Spharoids 40 
innerhalb der Messkammer 

— Durchfiihren einer Impedanzmessung nach der 
Impedanzimaging-Methode zur ortsaufgelosten 
Bestimmung elektrophysiologisch aktiver Berei- 
chen in dem Spharoid. . 45 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Oberrlachenpotenzialmessung zur 
Erfassung der bioelektrischen Aktivitat durchgefuhrt 
wird. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch ge- 50 
kennzeichnet, dass die Impedanzmessung bei unter- 
schiedlichen Anregungsfrequenzen durchgefuhrt wird, 
umcin Impcdanzspcktrum zu crhaltcn, 

17. Verwendung der Vorrichtung nach einem der An- 
spruche 1 bis 13 zur Untersuchung der Wirkung von 55 
Wirkstoffen auf Spharoide. 

18. Verwendung nach Ansprucii 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Wirkstoffe jjparmazeutische Wirk- 
stoffe, insbesondere neurophalWiakologische oder 
neurotoxische Substanzen sind. 60 

19. Verfahren zur Untersuchung der Wirkung von 
Wirkstoffen auf Spharoid mit einer Vorrichtung gemaB 
einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeich- 
net, dass in einem ersten schritt ein mit einem Wirk- 
stoff versetzter Spharoid aus einem Kulturmediurn ent- 65 
nommen und in die Messkammer der Vorrichtung ein- 
gebracht wird, 

in einem darauffolgenden Schritt wird die Impedanz- 



messung und/oder die Potenzialableitung non invasiv 
am Spharoid durchgefuhrt und 

in einem ietzen Schritt wird das Spharoid in das Kultur- 
mediurn schadlos zuriick verbracht. 
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